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Tehnologija genskega inženiringa se je začela uporabljati v začetku osemdesetih let. Prva 
transgena žival, s spremenjeno sestavo mleka je nastala l. 1987, in sicer transgena miš, ki je 
v mlečni žlezi izražala ovčji β -laktoglobulin (Whitelaw in sod., 2016). 
 
Prvoten cilj genskega inženiringa je ustvariti organizem s spremenjenim dednim zapisom in 
posledično pridobiti lastnost, ki jo z naravno selekcijo nebi bilo mogoče. Mleko je pred leti 
postala tarča te tehnologije, saj predstavlja najoptimalnejši proizvodni sistem za 
pridobivanje najrazličnejših snovi (beljakovine, maščobe, vitamini, farmacevtske 
učinkovine, hormoni, encimi,…) (Houdebina, 2009). 
 
V diplomskem delu sem povzela glavne rezultate tehnologije genskih modifikacij za mlečno 
proizvodnjo, ter napovedi strokovnjakov za prihodnje: bo v prihodnje taka tehnologija vse 
bolj sprejemljiva, ali bomo stremeli k opuščanju le te. V okviru diplomskega dela sem želela 
ugotoviti tudi, kakšne so možnosti in novi načini genskega inženiringa, v povezavi z genskim 
spreminjanjem mleka; kakšni so učinki in možna tveganja za zdravje ljudi in živali; možnosti 
in sprejemljivosti uporabe modificiranega mleka za namen sinteze in pridobivanja 
terapevtskih učinkovin. Posebno pozornost sem namenila tudi socio-ekonomskim vidikom 
upravičenosti gensko spremenjenega mleka, za posamezne namene uporabe na tržišču. 
 
Število prebivalstva in njena struktura se vedno bolj povečujeta in spreminjata, zato prihaja 
do vedno večjih potreb po inovativnejšem načinu pridobivanja kakovostne in polnovredne 
hrane, ter nove, izboljšane tehnike pridobivanja zdravilnih in farmacevtskih učinkovin. 
Spremembe v sestavi mleka se uporabljajo za celostno izboljšanje njegove hranilne 
vrednosti, ki lahko nudijo pozitivne učinke na zdravje živalskih potomcev, ter ljudi. Hkrati 
pa se lahko na enak način tudi znebimo neželenih snovi v mleku, kot so alergeni. Druge 
modifikacije mleka prežvekovalcev lahko izboljšajo tudi kvaliteto mlečnih produktov (sir, 
skuta,…). Trenutno pa je najbolj aktualna uporaba gensko spremenjenega mleka za 
pridobivanje farmacevtskih proteinov. Danes edina prisotna rekombinantna produkta na 
trgu, pridobljena iz mleka, sta humani antitrombin III (ATryn® ) (Houdebina, 2009), ter C1 
esteazni inhibitor (Ruconest®) (Expanding…, 2018). 
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Mleko je eden glavnih virov beljakovin na planetu. Za mladiče sesalcev je mleko nujno 
potrebno za preživetje, rast, pravilen razvoj, pravo imunsko zaščito. Za kmete v mlečnem 
sektorju predstavlja primarni produkt in glaven vir zaslužka, medtem ko za prehransko 
industrijo predstavlja osnovo za pridelavo raznolikih in prehransko bogatih mlečnih izdelkov 
(Whitelaw in sod., 2016). 
 
Glavne sestavine mleka so beljakovine, maščobe in mlečni sladkor, poleg teh pa še cela vrsta 
vitaminov in mineralov. Te sestavine so v mleku v taki obliki, da jih organizem dobro 
prebavlja in izkoristi. Tako je s kalcijem in drugimi minerali, vitamini B-kompleksa in z 
vitamini, topnimi v maščobi, zlasti A, D in E. Vse te snovi ugodno delujejo na prebavila, 
skupaj z laktozo, ki povečuje sposobnost telesa za vezavo fosforja in kalcija (Bajt in Golc –
Teger, 2011). 
 
Za mlečno prirejo uporabljamo številne vrste domačih živali - govedo, bivol, koza, ovca, 
kamela in jak. Sestava mleka je vrstno (Preglednica 1), pa tudi pasemsko specifična. Leta 
2013 so kmetje na svetovni ravni pridelali 700 milijonov ton kravjega mleka. Mlečne izdelke 
pa uživa več kot 6 milijard ljudi (Whitelaw in sod., 2016). 
 
Preglednica 1: Sestava mleka različnih sesalcev (Barłowska in sod., 2011:293) 
 
Začenja pa se porajati vprašanje, ali komercialno dostopno mleko in mlečni izdelki ustrezajo 
socialnim potrebam današnjega časa. Mnogi po svetu ne morejo uživati mleka ali mlečnih 
izdelkov zaradi alergij, oziroma laktozne intolerance (Whitelaw in sod., 2016). 
 
Sestavine Krava Ovca Koza Konj Osel Bivol Jak Kamela 
Beljakovina 
% 
3,42 5,73 3,26 1,90 1,72 4,38 3,51 3,26 
Maščoba % 4,09 6,99 4,07 1,30 0,38 7,73 5,80 3,80 
Laktoza % 4,82 4,75 4,51 6,90 6,88 4,79 3,90 4,30 
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Mlečne črede v različnih geografskih regijah kažejo velike razlike v količini proizvedenega 
mleka. Pri visoko produktivnih čredah smo pred izzivom, da sočasno dosežemo genetsko 
rast v proizvodnji mleka in reproduktivne rezultate, hkrati pa optimiziramo zdravje živali, 
zmanjšamo vpliv bolezni in povečamo standarde dobrega počutja. Ena od možnosti za 
doseganje zastavljenega cilja je uporaba genskega inženiringa (Whitelaw in sod., 2016). 
2.1 SESTAVA MLEKA 
2.1.1 Mlečne beljakovine 
Beljakovine so zgrajene iz aminokislin, ki so lahko esencialne ali ne esencialne. Obe vrsti 
aminokislin človeško telo potrebuje, le da esencialnih ni sposobno tvoriti samo, pač pa jih 
mora dobiti s hrano. Mleko je biološko visoko-vredno živilo prav zaradi velike količine 
esencialnih aminokislin (cistin, cistein, metionin,…), ki jih vsebujejo mlečne beljakovine. 
Mlečne beljakovine delimo na dve skupini (Preglednica 2): kazeini, ki so prave sirarske 
beljakovine in jih je v mleku največ, in sirotkine beljakovine, ki jih sestavljajo albumini in 
globulini. V kravjem mleku je približno 80% kazeinov in 20% beljakovin sirotke.  
 
Preglednica 2: Glavni proteini v mleku (Bajt, 2011:20) 
 
Proteini Konc. v mleku v g/kg % od skupne količine proteinov 
KAZEINI 26,0 79,5 
α𝑆1–kazein 
α𝑆2–kazein 




























Proteini v membranah 
maščobnih kroglic 
0,4 1,2 
Skupni proteini 32,7 100,0 
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Kazeini in beljakovine sirotke se močno razlikujejo po svojih lastnostih. Kazeine lahko 
izločimo iz mleka z dodatkom sirišča ali s kislino, ker je nanju občutljiv, sirotkinih 
beljakovin pa ne moremo. Pri izdelavi sira preidejo zato v sirotko in jih izgubimo, razen če 
upoštevamo, da so te beljakovine občutljive za visoke temperature in jih iz sirotke izločimo 
s segrevanjem. Kazeini so toplotno stabilni in se s segrevanjem ne izločijo iz mleka. Te 
lastnosti beljakovin v mleku so osnova za izdelavo različnih mlečnih izdelkov. Pri predelavi 
mleka igrajo beljakovine pomembno vlogo, saj pri fermentiranih izdelkih vplivajo na 
čvrstost ali gostoto izdelkov, pri izdelavi sirov pa v prvi vrsti na količino izdelanega sira 
(Bajt in Golc –Teger, 2011). 
2.1.2 Mlečna maščoba 
Mlečna maščoba je nosilec arome in okusa mleka, vpliva pa tudi na konsistenco mlečnih 
izdelkov. Takoj po molži je mleko toplo (37°C) in maščobne kapljice so v njem v obliki 
emulzije. Med hlajenjem se kapljice krčijo in spreminjajo v kroglice, iz emulzije pa nastaja 
suspenzija. Kroglice imajo premer od 0,1 do 20 µm in zaradi njihove velikosti spada mlečna 
maščoba med najbolj spremenljive sestavine mleka (Bajt in Golc-Teger, 2011). 
 
Maščobne kroglice so obdane z ovojnico iz različnih sestavin, med katerimi so tudi 
beljakovine. Zaradi manjše gostote se med mirovanjem mleka te kroglice dvignejo na 
površino in naredijo plast smetane. Hitrost nastajanja smetane je odvisna od velikosti kroglic 
in njihove sposobnosti, da se s svojimi ovojnicami med seboj zlepljajo v grozdaste tvorbe 
(velike do 400 µm), ki imajo večjo vzgonsko moč in se hitreje dvigujejo. Hitrost izločanja 
mlečne maščobe je manjša pri bolj viskoznem mleku, npr. ovčjem, zato ga je pred strojnim 
posnemanjem dobro segreti na 40 do 50°C. V kozjem mleku se mlečna maščoba ne izloča 
kot smetana, ker so maščobne kroglice manjše in bolj fino porazdeljene po mleku (Bajt in 
Golc –Teger, 2011). 
 
Molekule mlečne maščobe so zgrajene iz glicerola in največ treh maščobnih kislin; to so 
trigliceridi. Mlečna maščoba je izpostavljena kvarjenju zaradi delovanja lipaz, torej 
encimov, ki razgradijo trigliceride na glicerol in posamezne maščobne kisline. Posledica je 
neprijeten vonj po hlapnih maščobnih kislinah, npr. po masleni kislini in okus po žarkem. 
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Neugodno delovanje lipaz pospešujejo postopki prečrpavanja, dolgega skladiščenja, 
večkratnega segrevanja in hlajenja mleka, homogenizacije ipd. Ta proces imenujemo 
lipoliza mlečne maščobe (Bajt in Golc –Teger, 2011). 
2.1.3 Mlečni sladkor 
Mlečni sladkor ali laktoza je ogljikov hidrat v mleku, ki je po okusu manj sladek kot drugi 
sladkorji. Daje hrano številnim mlečnokislinskim bakterijam, ki sodelujejo pri nastanku 
večine mlečnih izdelkov, razen pri konzumnem mleku in v mleku z dodatki, v sladki smetani 
in drugih svežih mlečnih izdelkih. Bakterije pretvorijo mlečni sladkor v mlečno kislino, ki 
jo najdemo v vseh fermentiranih mlečnih izdelkih, skuti in sirih; vpliva na kakovost, trajnost, 
okus in konsistenco izdelkov. V mleku mora biti zato prisotna določena količina laktoze, da 
ne nastajajo težave pri predelavi. Molekule laktoze so majhne v primerjavi z beljakovinami 
in maščobo, zato so nihanja odstotka laktoze v mleku veliko manjša (Bajt in Golc –Teger, 
2011). 
 
Mlečni sladkor je disaharid, to pomeni, da je sestavljen iz dveh enostavnih sladkorjev, 
glukoze in galaktoze. Pri mlečnokislinskem vrenju iz glukoze pod vplivom mikrobnih 
encimov nastaja večinoma mlečna kislina, lahko pa poleg nje še druge snovi, ki prispevajo 
k aromi in značilnim lastnostim nekaterih izdelkov (Bajt in Golc –Teger, 2011). 
2.1.4 Minerali 
V mleku je več kot 40 mineralov v obliki makroelementov, kot so kalcij, fosfor, magnezij, 
kalij, natrij, klor, pa tudi v obliki mikroelementov, med katerimi so železo, mangan, baker, 
cink, fluor, jod. Njihova količina je močno odvisna od krme. Največ mineralov je 
raztopljenih v obliki kalcijevih, natrijevih in magnezijevih soli ( citratov, fosfatov, kloridov). 
Nastajajo pa tudi v encimih, vitaminih in ovojnicah maščobnih kroglic (Bajt in Golc –Teger, 
2011). 
Minerali v mleku so v medsebojnem razmerju, ki najbolj ustreza potrebam organizma. V 
prehrani sta najpomembnejša kalcij in fosfor, ki sta v mleku v zelo ugodnem medsebojnem 
razmerju. Pomanjkanje kalcija v mleku je povezano s težavami pri predelavi mleka v sire, 
saj je nujno potreben pri siriščnem usirjanju. Pomagamo si z dodatkom kalcijevega klorida. 
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Pri ovcah so zlasti v začetku laktacije v mleku manjše količine kalcija, zato je priporočljivo 
dodajanje kalcijevega klorida, da ni motenj v predelavi. Mleko je siromašno z železom in 
jodom (Bajt in Golc –Teger, 2011). 
2.1.5 Vitamini 
Količina vitaminov v mleku je močno odvisna od krme, zastopani pa so vsi vitamini. V 
maščobi topni so vitamini A, D, E in K, količina je odvisna tudi od količine maščobe v 
mleku. Vitaminov A in D je več v poletnem času, ker sta v zveži zeleni krmi, pozimi ju je 
manj, mleko pa je bolj blede barve. Vitaminov  E in K je v mleku zelo malo. V vodi topni 
so B1 in B12 ter vitamin C, ki ga je največ v sveže namolzenem mleku, pozneje se razgrajuje 
na svetlobi, med toplotno obdelavo in hlajenjem mleka (Bajt in Golc –Teger, 2011). 
2.1.6 Encimi 
Mleko je bogat vir encimov, slednjih je dokazanih 60. V mleko pridejo: 
- Iz vimena, to so endogeni encimi; 
- Izločijo jih mikroorganizmi (eksogeni encimi) in jih ne smatramo za normalne          
sestavine mleka; 
- Encime v mleko tudi dodajamo pri izdelavi nekaterih izdelkov (siriščni encimi, 
lipaze, lizozim,…) (Bajt, 2011). 
 
Najpomembnejši encimi v mleku so peroksidaze, fosfatazte, katalaza, lipaze, proteinaze in 
reuktaze (Bajt, 2011). 
2.2 GENSKI INŽENIRING 
Gensko inženirstvo je tehnologija umetne manipulacije, modifikacije in rekombinacije 
DNK. Največkrat gre za vnos izoliranih genov ali njihovih elementov v dednino gostitelja. 
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2.2.1 Metode genskega prenosa 
2.2.1.1 Pronukelusna injekcija 
To je bila prva metoda genskega prenosa, ki ja nastala z namenom pridobivanja transgenih 
živali. DNK mikroinjekcija v pronukleus oplojene jajčne celice, je najpogosteje in 
najuspešneje uporabljena metoda za proizvodnjo transgenih miši (Lotti in sod., 2017). 
 
Prva faza postopka pronukleusne injekcije je odstranitev oplojenih enoceličnih embrijev iz 
živali. Za ta način genskega prenosa potrebujemo specializiran mikroskop, opremljen z 
mikromanipulatorji. Mikromanipulatorji zadržujejo in omogočajo obdelavo embrijev (Slika 
1).   
 
 
Slika 1: Pronukleusna injekcija (Wiley Press Images, 2012, cit. po Blanco in Ratanpara, 2012:9) 
 
Na eni strani se jih posamično oprime držalna pipeta, ki jih imobilizira, na drugi strani pa je 
mikropipeta, napolnjena z tujo DNK, ki jo vbrizgamo v notranjost pronukleusa. Po 
končanem injiciranju embrije prenesemo nazaj v samice prejemnice, kjer se razvijajo do 
rojstva (Lotti in sod., 2017). 
 
Prednost metode: 
- Relativno visoka uspešnost, primarno pri miših (Lotti in sod., 2017). 
 
Slabosti metode: 
- Metode ne moremo uporabljati pri embriih v kasnejših fazah razvoja; 
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- Domače živali imajo nižjo frekvenco vključevanja tuje DNK v kromosome, kar 
doprinese k dražji produkciji (Lotti in sod., 2017) 
2.2.1.2 Uporaba rekombinantnih retrovirusov 
Retrovirusi se tako kot ostali virusi,  lahko razmnožuje le v živih celicah, saj sami nimajo 
celičnih mehanizmov, potrebnih za lastno razmnoževanje. 
 
Njegovo dednino predstavlja ena sama molekula RNK, ki se po vstopu v gostiteljsko celico 
s pomočjo reverzne transkripcije prepiše v DNK, ta pa se nato vgradi v kromosomsko DNK 
gostitelja v obliki provirusa in izkorišča gostiteljev celični aparat za sintezo viralnih 
beljakovin (Dovč, 1996; Slika 2).  
 
 
Slika 2: Integracija retroviralnega vektorja (Qasim in sod., 2004) 
 
Zaporedje viralnih genov lahko spremenimo (odstranimo in/ali zamenjamo z želenimi geni), 
ter s tem pridobimo gensko modificirane retroviruse (Lotti in sod., 2017).  
 
Metodo retroviralnih vektorjev uporabljamo tako za transfekcijo celičnih kultur kot tudi za 
vnos genov v zarodke pred implantacijo. Navadno pride do vgraditve ene same kopije 
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transgena v gostiteljski genom, učinkovitost prenosa pa je v primerjavi z drugimi metodami 
visoka (Dovč, 1996). Slabosti sta predvsem omejena velikost odseka DNK, ki ga lahko 




Lentivirusi spadajo v družino retrovirusov. Razlikujejo se v sposobnosti okužbe celic, kar 
lentiviruse uvršča med kompleksno vrsto retrovirusov. Lentiviralni vektorji so sposobni 
okužiti tudi dokončno diferencirane celice, oz. celice, ki se ne delijo več. Uspešno so bili 
uporabljeni pri proizvodnji  transgenega goveda, pršičev, miši, podgan in kokoši (Lotti in 
sod., 2017). 
Okužba celic z lentivirusi omogoča višjo stopnjo vključitve transgena v organizem in nudi 
zanesljivo metodo okužbe somatskih celic za namen genske manipulacije. Verjetnost, da se 
bo gen izrazil v naslednji generaciji, je večja kot z uporabo retrovirusov (Lotti in sod., 2017). 
2.2.1.3 Uporaba pluripotentnih embrionalnih (EM) matičnih celic 
Pluripotentne matične celice so sposobne tvoriti vse telesne celice, vključno s spolnimi, ne 
morejo pa več tvoriti celotnega zarodka, vključno z ekstraembrionalnimi tkivi. Primer 
pluripotentnih matičnih celic so embrionalne matične celce. To so celice, ki jih najdemo v 
zgodnjem zarodku – blastocisti in jih lahko osamimo iz njene notranje celične mase. 
Embrionalne matične celice so iz mišjih zarodkov prvič pridobili leta 1981, iz humanih pa 
leta 1998. Izoliramo jih lahko tudi iz morule ali pa jih pridobimo iz posameznih izoliranih 
blastomer (Jež in sod., 2012).  
 
Embrionalne matične celice lahko gojimo, jih gensko spreminjamo, odberemo in prenesemo 
nazaj v morule ali blastociste (Houdebine, 2009). Z vnosom embrionalnih matičnih celic v 
blastocisto pridobimo ˝himeren˝ organizem, ki je sestavljen iz dveh ali več genotipov. 
Rezultati kažejo, da je bila metoda prvič uspešna pri transgenih miših in kasneje uporabljena 
za pridobitev večjih gensko spremenjenih živali (Lotti in sod., 2017). 
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- EM celice lahko gojimo in vitro več generacij in s tem pridobimo neomejeno število 
genetsko identičnih celic; 
- EM celice lahko preoblikujemo in vitro skupaj s tujo DNK; 
- EM celične linije lahko izoliramo, tudi iz ene same celice; 
- Transformirane EM celice lahko pregledamo in odberemo za vključitev tuje DNK 
preden jih uporabimo za proizvodnjo himernih zarodkov; 
- Vsa tkiva himernih potomcev, ki so nastala iz EM celic nosijo transgen na enakem 
mestu v genomu; 
- Večja uspešnost proizvodnje transgenih živali (Lotti in sod., 2017). 
2.2.1.4 Genski prenos s pomočjo spermijev (SMGT – sperm mediated gene transfer) 
Spermiji večine vrst živali imajo lastnost, da nase vežejo prosto DNK. Modificirane spermije 
lahko uporabljamo v sistemih in vitro fertilizacije ali pri umetni oploditvi. Če želimo 
spermalne celice uporabiti kot vektorje genskega prenosa tuje DNK, mora do njenega 
prenosa v jajčno celico priti ob oploditvi. Metoda SMGT je bila uporabljena pri miših, zajcih, 
prašičih, kokoših, govedu ter drugih živalskih vrstah (Lotti in sod., 2017). 
 
K uspešnosti SGMT lahko pripomore tudi istočasna uporaba intracitoplazmične injekcije 
spermijev – ICSI, pri kateri semenčice z pomočjo mikropipete injiciramo direktno v 
citoplazmo jajčne celice. Čeprav je učinkovitost te metode zelo različna, lahko doseže tudi 
35% uspešnost integracije transgena (Lotti in sod., 2017). 
2.2.1.5 Reproduktivno kloniranje 
Tehnika genskega prenosa s pomočjo kloniranja je še ena od metod, za pridobivanje 
transgenih živali. Ko s pomočjo genskega inženiringa uspemo pridobiti osebke z željenimi 
lastnostmi, lahko njihovo število najhitreje povečamo z reproduktivnim kloniranjem (Slika 
3).  
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Slika 3: Reproduktivno kloniranje (Reproductive..., 2018) 
 
To je vrsta kloniranja, ki se izvaja z namenom izdelave kopije izbranega organizma. Slednje 
dosežemo z  prenosom jedra somatskih celic (Lotti in sod., 2017). 
Obdobje reproduktivnega kloniranja se je začelo l. 1996, z uspešnim kloniranjem ovce 
Dolly. Živali, ki jo želimo klonirati, vzamemo jedro telesne celice. S pomočjo električnega 
pulza ga združimo z neoplojeno jajčno celico druge živali, ki smo ji predhodno odstranili 
jedro. Ob združitvi izgleda celica enako kot zigota, čeprav jedro izvira iz telesne celice. 
Zarodke nato vstavimo v nadomestno mater, kjer pride do končnega razvoja osebka (Lotti 
in sod., 2017). 
2.2.1.6 Nova orodja genskega urejanja (ZFNs, TALENs, CRISPS/Cas9) 
Novejša tehnologija za pridobivanje transgenih organizmov temelji na t.i. genskih 
urejevalcih, ki omogočajo učinkovite in natančne spremembe v genomu domačih živali. Na 
primer; delecija ali insercija regij DNK, ter spremembe posameznih baznih parov in njihovih 
zaporedij v genomu. Na ta način lahko ustvarimo ali odstranimo posamezne alele iz dane 
populacije. Genski urejevalci so natančna orodja, ki jih uporabljamo za specifična tarčna 
mesta na DNK v celici. Na točno določeni lokacijo režejo molekulo DNK. Trenutno 
poznamo tri glavne tipe genskih urejevalcev, vsak izmed njih pa deluje na malce drugačen 
način (Whitelaw in sod., 2016). 
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ZFNs (Zinc-finger nucleases) je bil prvi genski urejevalec, ki se  uporablja kot 
reprogramirana endonukleaza. Običajno je ZFNs sestavljena iz treh proteinov ter 
endonukleaznega encima FokI, ki se veže na obeh straneh DNK vijačnice. Proteini se vežejo 
na specifično nukleotidno zaporedje, encim pa nato razreže dvojno vijačnico na specifičnih 
mestih nukleotidnih zaporedij, imenovanih restrikcijska mesta. ZFNs je učinkovito orodje 
za pridobivanje transgenih živali, vendar je konstrukcija lahko zahtevna in časovno zamudna 
(Whitelaw in sod., 2016; Slika 4). 
 
 
Slika 4: Prikaz TALENs in ZFNs genomskih urejevalcev (TALENs/ZFNs, 2018) 
 
TALENs (Transcription activator-like effectors) so odkrili l. 2009. Konstrukcija je 
preprostejša, in prav tako je večja učinkovitost pridobivanja transgenih živali. TALENs je 
dimerični transkripcijski faktor, zgrajen iz več nizov aminokislinskih modulov, od katerih 
vsaka cilja na en sam nukleotid, medtem ko se pri ZFNs proteinski moduli vežejo na 
nukleotidne triplete (Whitelaw in sod., 2016; Slika 4). 
  
CRISPRs (Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats) je nedavno odkrita 
metoda tehnologije genskega urejanja. Sistem delovanja izvira iz naravno prisotnega 
obrambnega mehanizma bakterij, ki se na ta način branijo pred virusi. Metoda omogoča večji 
napredek zaradi preprostega in hitrega oblikovanja, ter posledično nižjih stroškov in večje 
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učinkovitosti. Pri CRISPR/Cas9 sistemu je specifičnost zagotovljena z uporabo RNK, ki 
komplementarno dopolnjuje željen gen. Ko se RNK veže na željeno mesto se aktivira encim 
Cas9 (nukleaza), ki naredi dvostranski rez na točno določenem mestu v DNK (Whitelaw in 
sod., 2016; Slika 5). 
 
 
Slika 5: Prikaz delovanja CRISPRs/Cas9 sistema genomskega urejanja (Genome..., 2016) 
2.3 GENSKO SPREMENJENO MLEKO 
Vstopamo v novo ero pristopov genskega spreminjanja (GS) mleka, ko postaja velika 
verjetnost, da bodo številni projekti na področju genskega inženiringa v živinoreji prešli iz 
laboratorija na kmetijo in nato v našo prehranjevalno verigo. Cilji ostajajo enaki; proizvesti 
več mleka ob istočasnem optimiziranju zdravja živali, pridobivanje primernejših mlečnih 
produktov, ter vzpostavitev alternativnih načinov uporabe mleka (Whitelaw in sod., 2016). 
2.3.1 Zgodovina GS mleka 
Prvi gensko spremenjen sesalec je nastal v sredini osemdesetih let (Preglednica 3). Začetki 
na področju spreminjanja sestave mleka so se začeli, ko je znanstvenikom uspel poizkus, pri 
katerem je miš izražala gen za β –laktoglobulin (Preglednica 3), protein, ki ga žival navadno 
ne izloča v mleku. Ta študija je jasno dokazala, da lahko bistveno spreminjamo sestavo 
mleka, brez drugih škodljivih fenotipskih učinkov. To je bil kazalec v še vedno aktivno 
področje akademskih raziskav, ki so napredovala tudi v komercialni sektor, ter sektor 
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farmacije. Domače živali so začeli uporabljati kot ˝žive bioreaktorje˝ za pridobivanje 
željenih biomedicinskih proteinov (Whitelaw in sod., 2016). 
 
Preglednica 3: Kratka zgodovina na področju živinoreje in gensko spremenjenega mleka (Whitelaw in sod., 2016) 
Leto Napredki v genskem inženiringu domačih živali 
1974 Prva gensko spremenjena miš 
1986 Prve zarodne linije transformiranih miši 
1987 Transgene miši, ki izražajo ovčji β -laktoglobulin v mleku 
1989 Transgeni prašič z genom za humani rastni hormon (Beltsville pig) 
1997 Prvi transgeni ovci (Polly in Molly) 
1998 Proizvodnja govejega α-laktalbumina v mleku transgenih prašičev 
2003 Transgeno govedo z povečano vrednostjo β -kazeina in kapa-kazeina v mleku 
2004 Transgeni prašič, ki izraža transgen za inzulinu podoben rastni faktor tipa 1 (IGF-1) 
2006 Proizvodnja rekombinantnih protiteles v kozjem mleku 
2006 Izražanje humanega lizocima v mlečnih žlezah transgenih koz 
2013 Proizvodnja prašičev z genomskim urejanjem zigot in uporabo TALENs in ZF 
2014 Učinkovito izrezovanje gena (gene knockout) pri kozah z uporabo CRISP/Cas9 sistema 
2015 Genomsko urejanje ovac in goveda z uporabo TALENs metode 
2015 Proizvodnja humanega albumina pri prašičih z CRISPR/Cas9 sistemom 
 
2.3.2 Možnosti uporabe GS mleka 
Obstaja veliko različnih možnosti uporabe genskega inženiringa na področju mlečne 
proizvodnje v živinoreji. Praktični pristopi na področju mlečne živinoreje so koristni za 
zdravje ljudi in živali, stremijo k povečani hranilni vrednosti mlečnih proizvodov in 
produktov, ter njihovi prilagojeni sestavi potrebam človeka. Prav tako lahko živalske modele 
uporabljamo za pridobivanje različnih terapevtskih učinkovin, kot so razni encimi, 
protitelesa in hormoni (Whitelaw in sod., 2016). 
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2.3.2.1 Proizvodnja farmacevtskih proteinov – živalski bioreaktorji 
Rekombinantni proteini so se za farmacevtske namene začeli uporabljati l. 1920 z ekstrakti 
inzulina iz trebušne slinavke prašiča. V začetku l. 1980 so humani inzulin pripravili z 
uporabo rekombinantne bakterije in ga še danes uporabljajo pri bolnikih, ki trpijo za 
sladkorno boleznijo. S pomočjo bakterij so pripravili tudi več drugih proteinov, vendar je bil 
uspeh omejen, ker bakterije ne morejo sintetizirati kompleksnih proteinov, kot so 
monoklonska protitelesa in koagulatorni faktorji krvi, ki morajo dozoreti z post-
translacijskimi modifikacijami, da postanejo aktivni oziroma stabilni in vivo. Te lahko 
dosežemo samo v celicah sesalcev, ki jih gojimo v fermentorjih na industrijski ravni ali pa 
uporabimo žive živali (Houdebine, 2009). 
 
Rekombinantne proteine lahko pridobivamo na več načinov, vendar je trenutno najbolj 
obetaven sistem pridobivanja prav iz mlečne žleze. Gensko spremenjeno mleko sesalcev in 
iz njega izolirane učinkovine so pod drobnogledom raziskovalcev in farmacevtskih agencij 
že več kot 30 let. Iz transgenega mleka npr. pridobivajo humani antitrombin III, ki je pridobil 
dovoljenje  s strani EMEA (European Agency for the Evaluation of Medicinal products – 
Evropska Agencija za vrednotenje zdravil), za vstop na trg že l. 2006 (Houdebine, 2009). 
 
Humani antitrombin je plazemski protein v krvni plazmi z antikoagulativnimi in 
protivnetnimi lastnostmi. Dokazano je, da protivnetne sestavine antitrombina igrajo 
pomembno vlogo pri preprečevanju sistemskih vnetij, kot je sepsa in preprečujejo 
reperfuzijske poškodbe pri presajanju organov (Koami in sod., 2017). 
 
Po svetu so iz mleka transgenih živali poskusno pridobivali že celo paleto proteinov, kot so 
monoklonska protitelesa, cepiva, koagulatorje krvi, hormone, rastne faktorje, citokine, 
encime, različne mlečne beljakovine, kolagen, fibrinogen in druge (Houdebine, 2009). 
 
Zanimivosti, ki jih uporaba transgenih živali predstavlja za pridobivanje farmacevtikov, so 
predvsem nižji stroški proizvodnje, ter boljša kakovost pridobljenih beljakovin. Ena od 
pomanjkljivosti je zahtevno ločevanje humanih proteinov od njegovih živalskih 
ekvivalentov. Poleg tega so nekateri rekombinantni proteini lahko tudi škodljivi za živali, ki 
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jih proizvajajo. Trenutno se za njihovo proizvodnjo proučuje in uporablja več vrst sesalcev 
(kunci, prašiči, drobnica in govedo; Preglednica 6) (Houdebine, 2009). 
 
Uporaba kuncev ponuja številne prednosti: preprosta proizvodnja transgenih staršev in 
njihovih potomcev, visoka rodnost in relativno visoka proizvodnja mleka. Slabost pa 
predstavlja občutljivost na prionske bolezni. Uporaba prašičev je ekonomsko zahtevnejša, 
vendar proizvedejo večje količine mleka, kot kunci. Prežvekovalci so potencialno 
najprimernejša vrsta za proizvodnjo večjih količin proteinov, vendar je integracija tujih 
genov zahtevnejša, njihova reprodukcija je relativno počasna, ne glikolizirajo beljakovin, ter 
so tako kot kunci in prašiči občutljivi na prionske bolezni (Houdebine, 2009). 
 
Preglednica 4: Čas potreben za pridobivanje rekombinantnih proteinov pri različnih transgenih živalskih vrstah 
(Houdebine, 2009) 
 Kunec Prašič Ovca Koza Govedo 
Dolžina brejosti (mesec) 1 4 5 5 9 
Starost spolne zrelosti (mesec) 5 6 8 8 15 
Čas med genskim prenosom in prve 
laktacije živali (mesec) 
7 16 18 18 33 
Število potomcev 8 10 1-2 1-2 1 
donos mleka (L)/leto 15 300 500 800 8000 
Rekomb. proteina/žensko žival/leto (kg) 0,02 1,5 2,5 4 40 
 
Zgornja preglednica (Preglednica 4) prikazuje čas, potreben, da posamezna vrsta transgene 
živali začne proizvajati mleko, ter posledično željen rekombinantni protein. Glede na 
podatke lahko vidimo, da ima govedo v primerjavi z kuncem 533-krat večji donos 
mleka/leto, ter 2000-krat večjo količino pridobljenih rekombinantnih beljakovin. Vendar ni 
dovolj, da upoštevamo samo donosnost živali. Pomembne so tudi lastnosti reprodukcije, 
oziroma generacijski čas, stroški gojenja/žival, kakovost produkta, stroški za pridobivanje 
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Preglednica 5: Raven proizvodnje pridobivanja rekombinantnih proteinov v mleku različnih transgenih vrst živali in 
velikost črede, potrebne za zagotavljanje potrebne količine proteina (Houdebine, 2009) 
Rekombinantni protein Ocenjena potreba (kg/leto) Vrsta živali Velikost črede 
Humani serum albumin 100.000 Govedo 5.400 
α-1-Antitripsin 5.000 Ovca 4.300 
Monoklonska protitelesa 100 Koza 58 
Antitrombin III 75 Koza 43 
Faktor IX 2 Prašič 4 
C1 esterazni inhibitor 1 Kunec 50 
 
Ocenjene potrebe (kg/leto) za posamezne rekombinantne proteine se močno razlikujejo med 
seboj, saj je tudi njihov vpliv in delovanje na organizem popolnoma drugačen (Preglednica 
5). Ocenjene vrednosti znašajo največ pri proizvodnji humanega serum albumina, in sicer 
kar 100.000 kg/leto. Če bi za živalski bioreaktor uporabili govedo, bi potrebovali čredo z 
5.400 glavami. Najmanjše ocenjene potrebe znašajo pri C1 esteraznem inhibitorju, le 
1kg/leto. Za proizvodnjo tolikšne količine bi potrebovali vsaj 50 živali, če bi protein 
pridobivali iz mleka kuncev (Preglednica 5). 
 
Preglednica 6:Rekombinantni proteini na trgu ali v fazah razvoja (Pipeline..., 2018; Expanding..., 2018) 
Rekombinantni protein Žival Podjetje Razvojna faza 
Humani antitrombin III (ATryn® ) Koza rEVO biologics EMEA, (2006) 
C1 esterazni inhibitor (RUCONEST®) Kunec Pharming Group N. V. EMEA, (2010) 
Humani faktor VIII (rhFVIII) Kunec Pharming Group N. V. Predklinična 
Humani laktoferin (rhLF) / Pharming Group N. V. Predklinična 
 
Preglednica (Preglednica 6) prikazuje različne rekombinantne proteine pridobljene iz 
mlečne žleze gensko spremenjenih živali, ki so že na trgu ali so v fazi pridobivanja potrebnih 
dovoljenj. 
 
Rekombinanatni antitrombin III, protein z antikoagulativnimi in protivnetnimi lastnostmi, 
proizvaja privatno podjetje rEVO biologics, s sedežem v ZDA. Leta 2006 je EMEA 
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(European Agency for the Evaluation of Medicinal Products) zdravilu odobrila vstop na 
evropski trg (Houdebine, 2009). 
 
Zdravilo ATryn®  je rekombinantni antitrombin, katerega uporaba je namenjena za 
preprečevanje trombeomboličnih dogodkov pri bolnikih s pomanjkljivim antitrombinom. Ni 
pa namenjen za zdravljenje bolnikov z dednim pomanjkanjem antitrombina (ATryn…, 
2018). 
 
Drugi farmacevtski protein, ki je dovoljen na evropskem trgu od l. 2010 (Preglednica 6), je 
C1 esterazni inhibitor. Proizvaja ga Nizozemsko podjetje Pharming Group N. V. To je 
protein, ki je naravno prisoten v človeškem telesu. Spada v skupino serinskih proteaznih 
inhibitorjev ali serpinov. Uravnava več vnetnih poti v telesu z zaviranjem določenih 
proteinov (proteaz), ki so del človeškega imunskega sistema. Pomanjkanje funkcionalnega 
inhibitorja C1 vodi k prekomernemu imunskemu odzivu in lahko povzroča napade 
angioedem. Za te napade so značilne akutne in boleče otekline mehkih tkiv. Uporaba 
inhibitorja C1 lahko normalizira nizke ravni v telesu in zaustavi napade angioedem 
(Expanding…, 2018). 
 
Zdravilo Ruconest® je rekombinantni človeški inhibitor C1 esteaze, odobren za zdravljenje 
napadov angioedem pri bolnikih v ZDA, Izraelu, vseh 28 državah EU, ter Norveški, Islandiji 
in Lihtenštajnu (Pharming…, 2018). 
 
Rekombinantni Faktor VIII in humani laktoferin sta proteina, ki sta še v predkliničnem 
procesu raziskav. Rekombinantni humani Faktor VIII je naravni faktor koagulacije krvi in 
je v zgodnji fazi razvoja za zdravljenje hemofilije A. Hemofilija A je dedna motnja, ki jo 
povzročajo napake v genu faktorja VIII. Pomanjkanje funkcionalnega faktorja VIII zmanjša 
možnost strjevanja krvi v telesu, kar lahko povzroči poškodbe ali krvavitve, ki so lahko tudi 
smrtne (Expanding…, 2018).  
 
Rekombinantni humani laktoferin  pa je glikoprotein, ki nase veže železo, ter sodeluje pri 
obrambi organizma pred okužbami in čezmernem vnetju (Cui, 2015). 
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2.3.2.2 Izboljšana in spremenjena sestava mleka, ter pozitivni učinki na ljudi in živali 
Transgena tehnologija ponuja možnosti spreminjanja sestave mleka ali pa pridobivanja čisto 
novih proteinov v mleku. Izboljšanje rasti domačih živali ali preživitvene sposobnosti skozi 
spreminjanje mlečne sestave vključuje proizvodnjo transgenih živali, ki: (1) proizvajajo 
večje količine mleka; (2) proizvajajo mleko z višjo vsebnostjo hranil; (3) mleko vsebuje 
večje koncentracije zdravju prijaznih beljakovin (Wheeler, 2013). 
 
Glavna hranila v mleku so beljakovine, maščobe in laktoza. S povečanjem vrednosti 
katerekoli od naštetih sestavin v mleku lahko vplivamo na rast in zdravje razvijajočih se 
mladičev. Govedo, ovce in koze, ki jih uporabljamo za proizvodnjo mesa imajo lahko koristi, 
zaradi večjega mlečnega donosa in njegove spremenjene sestave (Wheeler, 2013). 
 
Spreminjanje mlečne sestave pa lahko nudi tudi pozitivne učinke na človekovo zdravje. Vse 
več ljudi se sooča z alergijami na mlečne beljakovine, ter laktozno intoleranco zaradi 
pomankanja encima beta galaktozidaze. Zato so spremenjene maščobne kisline in 
aminokisline, več beljakovin v mleku, manj laktoze ter odsotnost β-laktoglobulina le 
nekateri izzivi s katerimi se soočajo raziskovalci na področju genskega spreminjanja mleka, 
ki lahko nudijo pozitivne učinke na človeško zdravje (Wheeler, 2013). 
 
Eden od primerov je raziskava Cui in sod. (2015), kjer so z uporabo TALENs metodologije 
gensko spremenili koze, ki proizvajajo mleko z visokimi vsebnostmi humanega laktoferina 
(hLF) ob hkratni odsotnosti β-laktoglobulina (BLG). Humani laktoferin je glikoprotein, ki 
nase veže železo, ter sodeluje pri obrambi organizma pred okužbami in čezmernem vnetju. 
β-laktoglobulin pa je glavni alergen v kozjem mleku, kot tudi mleku ostalih prežvekovalcev 
(Cui, 2015). 
 
V raziskavi so z pomočjo TALENs metode genskega urejanja, skupaj z homologno 
rekombinacijo inaktivirali (˝gene knockout˝) gen za izločanje β-laktoglobulina v mleku, ter 
hkrati aktivirali (˝gene knockin˝) gen za izločanje humanega laktoferina. Rezultat analize 
kaže velik obseg izražanja hLF (2,3-3,2 mg/mL) , ter zmanjšano vsebnost BLG v mleku 
heterozigotnih koz, ter popolno odsotnost izražanja BLG pri homozigotnih živalih. Čeprav 
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je β-laktoglobulina zaradi svoje alergene aktivnosti zelo atraktiven protein sodobnega časa, 
njegova inaktivacija pri živalih do danes še ni bila zabeležena (Cui, 2015). 
2.3.2.3 Odpornost živali na bolezni 
V živinoreji lahko z genskim spreminjanjem izboljšamo zdravstveni status živali in s tem 
tudi njihovo dobrobit. Danes je dobrobit živali nujna za vsakogar, ki se ukvarja z 
živinorejsko proizvodnjo. Aplikacija transgene metodologije bi morala v prihodnosti 
zagotavljati možnosti spreminjanja domačih živali z večjo odpornostjo na bolezni (Wheeler, 
2013). 
 
Ena od aplikacij te tehnologije je zdravljenje mastitisa. To je vnetje mlečne žleze, ki jo 
tipično povzročajo okužbe patogenih organizmov. Posledica pa je padec v proizvodnji 
mleka. Transgene krave molznice, ki izločajo encim lizostafin v mleko, imajo višjo toleranco 
na mastitis zaradi zaščite, ki jo ta zagotavlja, saj uničuje bakterije Staphylococcus aureus. 
Lizostafin je antimikrobni peptid, ki ščiti mlečno žlezo pred primarnim povzročiteljem 
bolezni (Wheeler, 2013). 
 
Samo v ZDA predstavljajo stroški zdravljenja mastitisa v mlečni industriji kar 2 milijardi 
dolarjev letno. Zato bo lahko v prihodnosti rešitev za problem predstavljala prav uporaba  
transgene tehnologije (Wheeler, 2013). 
2.3.3 Prihodnost GS mleka 
Varna hrana za vse, je ambiciozen izziv, vendar vseeno izziv, ki je bistvenega pomena za 
našo družbo. Leta 2000 je FAO (Food and Agricultural organization of the Unated Nations 
– Organizacija Združenih narodov za prehrano in kmetijstvo) napovedal, da bo svet do l. 
2020 zaužil 700 milijonov ton mlečnih produktov letno. Ta stopnja proizvodnje je že bila 
dosežena (Whitelaw in sod., 2016). 
 
Pričakujemo lahko, da se bo povečevanje proizvodnje nadaljevalo, če bo industrija še naprej 
uvajala inovacije in bo kmetijstvo postalo še učinkovitejše. Tehnologija genskega 
inženiringa vsekakor lahko odločilno prispeva k temu cilju (Whitelaw in sod., 2016). 
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Naslednjih nekaj let bo zanimivih na področju genskega inženiringa in aplikacij v 
kmetijstvu, saj obstaja mnogo priložnosti. Za človeško korist morda proizvodnja goveda, ki 
v mlečni žlezi ne sintetizira glavnega alergena β-laktoglobulina. Da bi koristili živalim na 
kmetiji, bi proizvajanje mleka z višjo vsebnostjo beljakovin uporabili za izboljšanje 
preživitvene sposobnosti in dobrega počutja mladičev. To bi seveda koristilo tudi mlečni 
industriji in potrošnikom (Whitelaw in sod., 2016). 
 
Imamo vsa orodja, ki jih potrebujemo za eksperimentiranje. Ostajajo pa predvsem izzivi 
preusmerjanja in uporabe tehnologije na kmetijo in v prehranjevalno verigo (Whitelaw in 
sod., 2016). 
 
Gospodarske posledice uporabe gensko spremenjenih živali (GSŽ) s perspektive mlečnega 
sektorja in njihovo uporabo v proizvodni verigi (industrija krmil, predelovalna in 
farmacevtska industrija), je težko ovrednotiti, saj je le malo število gensko spremenjenih 
živali in njihovih produktov trženih v farmacevtskem ali kmetijsko-živilskem sektorju 
(Frewer in sod., 2013). 
 
Do danes sta bila na trg sproščena dva rekombinantna farmacevtska proteina (ATryn®, 
Ruconest®). Iz tega razloga je bila uporabljena analiza tveganja, ki je omogočala oceno 
potencialnih gospodarskih vplivov povezanih z različnimi aplikacijami gensko 
modificiranih živali. Takšna analiza scenarijev se pogosto uporablja za učinkovito reševanje 
številnih nejasnosti, ki obkrožajo prihodnost strateškega odločanja (Frewer in sod., 2013). 
Rezultati analize kažejo, da se bodo stroški proizvodnje, zaradi uporabe gensko 
spremenjenih živali v živilski in farmacevtski proizvodnji zmanjšali, kar bo potencialno 
povečalo odobravanje tehnologije s strani proizvajalcev in potrošnikov, ter posledično 
povečalo svetovno proizvodnjo. 
 
Glede na to, da je sprejemanje javnosti pri farmacevtskih izdelkih boljše kot pri hrani, bo 
najverjetneje gospodarsko prednost imel sektor farmacije. Ugotovljeno je bilo, da mora 
politika izrecno upoštevati socio-ekonomske vidike in poskrbeti, da se koristi od gensko 
spremenjenih živali enakomerno porazdelijo med države in populacije. Mala in srednja 
podjetja, ki ne bi ali ne bodo mogla prevzeti tehnologije gensko spremenjenih organizmov 
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(GSO), bo morda treba zaščititi, še posebej zato, da bi zaščitili avtonomno izbiro potrošnikov 
(Frewer in sod., 2013). 
3 RAZPRAVA 
Jasno je, da populacija prebivalstva iz dneva v dan narašča, odkrivamo nove bolezni, zato je 
tudi potreba po učinkovitejših zdravilih in kakovostni hrani vse večja. Genski inženiring ni 
več tako nova era v svetu, vsekakor pa je nova kar se tiče gensko spremenjenih živali, 
predvsem pa mleka.  Možnosti in načini spreminjanja genoma živali je praktično neskončno, 
s sodobnimi metodami urejanja  pa so rezultati še boljši (Whitelaw in sod., 2016). 
 
Tehnologija genskega spreminjanja živali je najmanj sprejemljiva v Evropi. Ali se bo to 
spremenilo pa je odvisno od predstavnikov tega področja, kako bodo ljudem predstavljali 
informacije, ocenili učinke tveganja, ter omejili širjenje napačnih informacij, ki lahko 
potrošnike zavajajo. Na tistih, ki delajo v mlečnem sektorju je, da si ustvarijo 
eksperimentalno zasnovo, ter jo proizvodno ovrednotijo. Nazorno moramo pokazati koristi 
za dobro počutje živali, proizvodnjo in potrošnika, ter prepoznati možna tveganja. Etična 
vprašanja glede genskega inžiniringa prav tako močno vplivajo na  družbeno in potrošniško 
sprejemanje farmacevtskih, prehranskih in drugih proizvodov, pridobljenih iz GSŽ 
(Whitelaw in sod., 2016). 
 
Platforma za GS domačih živali je vsekakor vzpostavljena. To pa ne pomeni, da je ta 
tehnologija edina pot naprej. Genetska selekcija, izboljšanje reje, optimalna oskrba s krmo, 
učinkovita cepiva, razpoložljiva zdravila in še mnogi drugi, so še vedno vidiki, ki pozitivno 
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- Gensko spremenjeno mleko pridobivamo za namen spreminjanja sestave ter 
izboljšanja kakovosti; 
- V Evropi sta iz gensko spremenjenega mleka sesalcev na trgu dostopna dva 
farmacevtska proteina in sicer humani antitrombin III (ATryn® ) in C1 esteazni inhibitor 
(Ruconest®); 
- Sodobne metode pridobivanja gensko spremenjenih živali, kot so ZFNs, TALENs, 
CRISPS/Cas9 sistemi močno povečujejo učinkovitost in cenijo proizvodnjo; 
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